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Coliform merupakan salah satu bakteri yang dapat 
menyebabkan penyakit pada manusia dan dijadikan sebagai 
bakteri indikator keberadaan bakteri patogen. Penelitian ini 
bertujuan untuk mendeteksi dan mengidentifikasi genera 
bakteri golongan Coliform dari sampel air minuman lidah 
buaya. Pengambilan sampel menggunakan metode random 
sampling.  Deteksi genera bakteri menggunakan media 
selektif dan identifikasi berdasarkan karakter morfologis dan 
biokimia. Hasil identifikasi diperoleh tiga genera bakteri 
golongan Coliform yakni anggota genus Escherichia, 
Klebsiella dan Citrobacter. 
Keywords: 
Escherichia, Klebsiella 
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Pendahuluan 
Coliform merupakan bakteri yang memiliki 
habitat normal di usus manusia dan juga 
hewan serta sebagai bakteri indikator 
keberadaan bakteri patogenik. Bakteri 
golongan Coliform (fekal dan non fekal) 
merupakan bakteri yang umum digunakan 
sebagai indikator sanitasi pada air dan 
makanan. Keberadaan Coliform fekal seperti 
anggota spesies E. coli pada produk pangan 
penting untuk diperhatikan karena 
merupakan indikasi adanya kontaminasi 
fekal. Penentuan Coliform fekal menjadi 
indikator pencemaran dikarenakan jumlah 
koloninya pasti berkorelasi positif dengan 
keberadaan bakteri patogen. Bakteri yang 
termasuk bakteri golongan Coliform antara 
lain anggota genus Citrobacter, 
Enterobacter, Escherichia, dan Klebsiella 
(Jay, 1992). 
 
Berdasarkan hasil penelitian Sari et al. 
(2019) diketahui bahwa sampel minuman 
lidah buaya terkontaminasi oleh bakteri 
Coliform dengan Angka Paling Mungkin 
atau MPN (Most Probable Number) 
melebihi ambang batas aman yang 
ditetapkan oleh Kemenkes RI No. 
907/MENKES/SK/VII/2002, namun 
belum diketahui genera bakteri golongan 
Coliform tersebut.  
 
Genera bakteri perlu diketahui untuk 
mengetahui lebih pasti anggota dari bakteri 
golongan Coliform tersebut sehingga dapat 
dijadikan sebagai referensi ilmiah untuk 
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penelitian selanjutnya terutama patogenitas 
bakteri tersebut. Oleh karena itu, perlu 
dilakukan penelitian bertujuan untuk 
mengetahui genera bakteri golongan 
Coliform pada  sampel minuman lidah buaya 
tersebut. 
 
BAHAN DAN METODE  
Waktu dan Tempat Penelitian 
Penelitian ini dilakukan selama 1 bulan, 
dimulai pada bulan November sampai 
Desember 2017, yang meliputi pengambilan 
sampel, isolasi, karakterisasi, dan 
identifikasi bakteri golongan Coliform dari 
sampel minuman lidah buaya. Pengambilan 
sampel minuman lidah buaya dilakukan 
secara acak pada lokasi penjualan minuman 
lidah buaya di Jalan Budi Utomo di Kota 
Pontianak. Penelitian ini dilakukan di 
Laboratorium Mikrobiologi, Jurusan 
Biologi, Universitas Tanjungpura, 
Pontianak. 
 
Bahan 
Bahan yang digunakan pada penelitian ini 
adalah alkohol 70%, akuades, alumunium 
foil, Eosin Methylene Blue Agar (EMBA), 
larutan kristal violet (ungu), larutan iodin, 
pewarna safranin, Mac Conkey Agar 
(MCA), Minuman lidah buaya, Motility 
Indol Ornhitin (MIO), Nutrient Agar (NA),  
spritus, Triple Sugar Iron Agar (TSIA) dan 
Simon Citrat Agar (SCA). 
 
Prosedur Kerja 
 
Sterilisasi Alat 
Alat-alat kaca seperti cawan petri, gelas 
beker, gelas ukur dan tabung reaksi dicuci 
bersih terlebih dahulu kemudian dikeringkan 
lalu disterilisasi menggunakan autoklaf 
selama 15 menit dengan tekanan 2 atm dan 
suhu 121 ˚C (Marlina, 2008). 
 
Pengambilan Sampel 
Pengambilan sampel di lapangan dengan 
cara membeli langsung minuman lidah 
buaya di lokasi penjualan minuman lidah 
buaya. Tiga sampel diambil dari masing-
masing penjual, sehingga terdapat 21 total 
sampel. Sampel  dimasukkan ke dalam 
cooling box lalu dibawa ke laboratorium 
Mikrobiologi, Fakultas Matematika dan 
Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas 
Tanjungpura, Pontianak untuk dianalisis. 
 
Preparasi sampel 
Sampel diambil dari tabung positif terbentuk 
gas hasil uji Angka Paling Mungkin atau 
MPN (Most Probable Number) yang telah 
dilakukan oleh Dian et al. (2019). 
 
Deteksi Bakteri Escherichia 
Bakteri diinokulasikan ke dalam cawan petri 
yang berisikan media Eosin Methylene Blue 
Agar (EMBA), kemudian diinkubasikan 
pada suhu 37 
o
C selama 24-48 jam. Hasil 
positif bakteri anggota genus Escherichia 
diketahui dengan indikator adanya koloni 
yang berwarna hijau metalik dan bintik biru 
kehijauan pada media EMBA (Andrian et 
al., 2014). 
Deteksi Bakteri Klebsiella dan Citrobacter 
Bakteri digoreskan secara zig-zag pada 
permukaan media Mac Conkey Agar 
(MCA), kemudian diinkubasi pada suhu 37 
o
C selama 24-48 jam. Pengamatan terhadap 
koloni apabila berwarna merah muda dan 
kuning, maka koloni anggota genus bakteri 
yang tumbuh pada media MC seperti 
anggota genus Klebsiella dan Citrobacter. 
 
Karakterisasi dan Identifikasi Bakteri 
Golongan Coliform 
Koloni bakteri diduga anggota genus 
Escherichia dari media EMBA diambil 
sebanyak sebanyak 1 ose lalu digoreskan 
pada media NA dan diinkubasi pada suhu 37 
˚C selama 24-48 jam. Koloni bakteri 
anggota genus Klebsiella dan Citrobacter 
diambil dari media MCA sebanyak 1 ose 
lalu digoreskan pada media NA dan 
diinkubasi pada suhu 37 
o
C selama 24-48 
jam (Andrian et al., 2014). Setelah 
dilakukan inokulasi selanjutnya dilakukan 
pewarnaan gram dan uji biokimia. 
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Pewarnaan Gram Bakteri 
Kaca objek yang akan digunakan mula-mula 
dibersihkan menggunakan alkohol 70%, 
kemudian diolesi isolat bakteri dengan 
menggunakan jarum ose. Selanjutnya isolat 
difiksasi di atas api kemudian ditetesi 
dengan kristal violet dan dibiarkan selama 1 
menit lalu dicuci dengan menggunakan air 
mengalir dan dikering anginkan. Setelah 
kering, isolat ditetesi kembali dengan 
menggunakan larutan iodin dan didiamkan 
selama 1 menit lalu isolat dicuci dengan 
menggunakan air mengalir dan dikering 
anginkan. Selanjutnya dibersihkan  dengan 
menggunkan alkohol aseton dan didiamkan 
selama 30 detik. Lalu dicuci kembali dengan 
air mengalir serta dikering anginkan. Setelah 
kering ditetesi dengan pewarna safranin 
selama 30 detik dan dicuci dengan air 
mengalir lalu dikeringkan menggunakan tisu 
dan dikeringanginkan. Selanjutnya diamati 
di bawah mikroskop dengan perbesaran 
terkecil hingga perbesaran yang paling besar 
(Yulvizar, 2013). 
 
Uji Biokimia 
 
Uji Indol 
Satu ose biakan bakteri dari NA miring 
diinokulasikan ke dalam media MIO, lalu 
diinkubasikan selama 24 jam pada suhu 
37
o
C, ditambahkan 0,2-0,3 ml pereaksi indol 
ke dalam masing-masing tabung, kocok dan 
diamkan selama beberapa menit. Warna 
merah cherry pada permukaan membentuk 
cincin menandakan reaksi indol positif, 
warna jingga menunjukkan reaksi indol 
negatif (Sari & Apridamayanti, 2014). 
 
Uji Methyl-red 
Satu ose biakan bakteri dari NA miring 
diinokulasikan ke dalam media MR-VP, lalu 
diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37
o
C, 
ditambahkan 5 tetes methyl red, dikocok dan 
didiamkan selama beberapa menit. Warna 
kuning menunjukan reaksi negatif dan warna 
merah menunjukkan reaksi positif (Sari & 
Apridamayanti, 2014). 
 
Uji Voges Proskauer 
Satu ose dari biakan NA miring 
diinokulasikan ke dalam media MR-VP, lalu 
diinkubasi selama 24 jam dengan suhu 37
o
C, 
ditambahkan 3 tetes larutan alfa naftol dan 2 
tetes larutan KOH 40%, dikocok dan 
didiamkan selama beberapa menit. Warna 
merah muda sampai merah tua menunjukan 
hasil positif, jika tidak terjadi perubahan 
warna maka menunjukkan hasil negatif (Sari 
& Apridamayanti, 2014). 
 
Uji Sitrat 
Satu ose dari biakan NA miring 
diinokulasikan ke dalam media Simmons 
Citrat, lalu diinkubasi selama 24 jam pada 
suhu 37
o
C. Warna biru menunjukkan hasil 
positif, warna hijau menunjukkan hasil 
negatif (Irianto, 2006). 
Uji TSIA 
Isolat murni diinokulasi pada media TSIA 
dengan cara ditusuk pada bagian dasar dan 
streak pada bidang miring, kemudian 
diinkubasi dalam inkubator selama 24-48 
jam. Perubahan warna pada media diamati 
setelah inkubasi, apabila media berubah 
warna menjadi merah menandakan telah 
terjadi reaksi alkali (K), jika warna media 
berubah menjadi kuning menandakan telah 
terjadi reaksi asam (A). Pembentukan gas 
diamati pada bagian dasar media, apabila 
terbentuk gas diberi dengan simbol (G). 
Kemudian diamati pembentukan H2S pada 
bagian dasar dan miring, bila H2S terbentuk 
akan berwarna hitam  (Irianto, 2006) 
 
Pengamatan Parameter 
Karakteristik morfologis koloni 
(makroskopis) yaitu warna koloni, bentuk, 
tepian dan elevasi koloni serta secara 
mikroskopis seperti bentuk sel dan sifat 
gram bakteri serta uji biokimia meliputi 
perubahan warna pada media, pembentukan 
asam dan gas, produksi sitrat dan H2S, 
produksi indol, motilitas dan ornithin 
dekarboksilase (Kartika et al., 2014). 
 
Analisis Data dan Penyajian Data 
Penelitian yang dilakukan ini bersifat 
observatif dan deskriptif. Data yang 
diperoleh ditabulasi dan dideskripsikan 
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dengan menampilkan tabel dan foto hasil 
pengamatan secara makroskopis dan 
mikroskopis serta hasil uji biokimia. 
 
Hasil 
Isolasi dan Karakteristik Bakteri Coliform 
 
 
Gambar 1.Hasil pewarnaan Gram Isolat Bakteri 
anggota Coliform dari sampel lidah buaya 
 
Berdasarkan hasil penelitian isolasi bakteri 
Coliform pada minuman lidah buaya yang 
dijual di sepanjang jalan Budi Utomo, 
Pontianak, Kalimantan Barat, diperoleh tiga 
isolat yaitu isolat dengan kode DPS1, DPS2 
dan DPS. Tiap isolat memiliki karakteristik 
morfologis dan fisiologis yang berbeda-beda 
(Tabel 1 dan Tabel 2). 
 
Tabel 1 Karakter Morfologis Isolat Bakteri Coliform 
pada minuman lidah buaya  
Karakter DPS 1 DPS 2 DPS 3 
Bentuk Bulat Bulat Bulat 
Tepian Rata Rata Rata 
Elevasi Cembung Cembung Rata 
Warna Merah muda Kuning 
Hijau 
metalik 
Gram 
 
Negatif 
 
Negatif Negatif 
Bentuk 
Sel 
Batang Batang Batang 
Panjang 
sel 
3 µm 3,5 µm 3 µm 
Genus Klebsiella Citrobacter Escherichia 
 
 
 
Tabel 2 Uji Biokimia Isolat Bakteri Coliform pada 
minuman lidah buaya  
Uji 
Biokimia 
DPS 1 DPS 2 DPS 3 
Sitrat + + + 
Motilitas + + + 
Indol - - - 
Laktosa + + + 
Sakrosa + + + 
Glukosa + + + 
Gas - + + 
H2S - - - 
Methyl red - - - 
Voges-
Proskauer 
- - - 
Genus Klebsiella Citrobacter Escherichia 
 
Pembahasan 
Hasil deteksi dan identifikaasi menunjukkan 
bahwa bakteri positif Coliform dan diduga 
merupakan bakteri anggota spesies 
Escherichia coli. Isolat bakteri anggota 
spesies E. coli yang diamati diduga termasuk 
golongan non fekal karena dapat tumbuh 
pada suhu inkubasi yaitu 37 
o
C. Widiyanti 
(2004) menyatakan bahwa bakteri golongan 
fekal dapat tumbuh pada suhu 42 
o
C, 
sedangkan bakteri golongan non fekal tidak 
dapat tumbuh pada suhu tersebut tetapi 
dapat tumbuh pada suhu 37 
o
C. 
 
Pemeriksaan bakteri anggota genus 
Escherichia dilakukan dengan 
menginokulasi pada media selektif yaitu 
Eosin Methylene Blue Agar (EMBA). Media 
ini merupakan media selektif untuk 
menumbuhkan bakteri anggota genus 
Escherichia. Media EMBA mengandung 
laktosa, bila dalam biakan terdapat bakteri 
anggota genus Escherichia maka asam yang 
dihasilkan dari fermentasi laktosa akan 
menghasilkan warna koloni yang spesifik 
untuk bakteri anggota genus Escherichia 
yaitu koloni yang berwarna hijau dengan 
kilap logam sedangkan Coliform non fekal 
lain yang dapat tumbuh koloninya berwarna 
cokelat menunjukkan adanya Enterobacter 
aerogenes ataupun koloni yang tidak 
berwarna. Hasil deteksi menunjukkan bahwa 
koloni berwarna hijau metalik, hal ini berarti 
bakteri tersebut diduga anggota Escherichia 
(Gambar 1). 
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Hasil uji IMVIC (Indol Metil Voges-
Proskauer Citrate) menunjukkan bahwa 
seluruh sampel uji negatif pada uji indol 
dengan ditandai tidak terbentuknya lapisan 
merah pada media ketika diteteskan reagen 
Kovac’s (Tabel 2). Menurut (Holt et al., 
1994), terdapat anggota genus Escherichia 
yang menghasilkan hasil uji negatif pada uji 
indol yakni anggota spesies Escherichia 
blattae. Uji indol dilakukan untuk melihat 
kemampuan organisme yang mendegradasi 
asam amino triptofan dan menghasilkan 
indol (Hemraj, 2013) dan isolat yang 
diisolasi tidak memiliki kemampuan tersebut 
sehingga dapat dikatakan bahwa bakteri 
yang tumbuh bukan bakteri anggota spesies 
Escherichia coli namun masih anggota 
genus Escherichia.  
 
Hasil uji methyl red menunjukkan bahwa 
media tidak berubah menjadi merah ketika 
ditetesi reagen metil merah yang 
menandakan bahwa hasil uji negatif 
mengandung bakteri anggota genus 
Escherichia. Menurut Sudarsono (2008), uji 
methyl red dilakukan untuk mengetahui 
kemampuan bakteri mengoksidasi glukosa 
dengan memproduksi asam dengan 
konsentrasi tinggi sebagai hasil akhirnya dan 
hasil asam yang terbentuk berubah menjadi 
merah dengan ditambahkannya reagen metil 
merah. 
 
Hasil uji Voges Proskauer menunjukkan 
hasil negatif atau tidak terjadi perubahan 
apapun pada media. Uji VP yang merupakan 
pengujian untuk mendeteksi asetoin dalam 
kultur bakteri. Pengujian ini dilakukan 
dengan penambahan alpha-naftol pada 
media VP yang telah diinokulasikan bakteri. 
Hasil positif akan menunjukkan perubahan 
warna menjadi merah, sedangkan warna 
kuning-coklat menunjukkan hasil negatif 
(Hemraj, 2013). Penelitian yang telah 
dilakukan menunjukkan hasil yang sesuai 
sehingga menunjukkan bahwa sampel 
diduga mengandung bakteri anggota genus 
Escherichia. 
 
Hasil uji Simmon Citrat pada tujuh sampel 
minuman lidah buaya menunjukkan hasil 
negatif yakni tidak terjadi perubahan warna 
pada media. Menurut Hadioetomo (1993), 
media SC merupakan salah satu media yang 
digunakan untuk menguji kemampuan 
bakteri dalam menggunakan sitrat sebagai 
satu-satunya sumber karbon yang 
digunakan. Uji SC akan menunjukkan hasil 
positif bila media berubah menjadi warna 
biru dan sedangkan apabila media tetap 
berwarna hijau maka hasil yang diperoleh 
adalah negatif. Menurut Chatim & 
Surahman (2002), bakteri anggota genus 
Escherichia akan tetap menghasilkan 
perubahan warna karena anggota spesies 
Escherichia tetap dapat tumbuh dengan 
menggunakan sitrat dalam media sebagai 
sumber karbon. 
 
Berdasarkan hasil uji TSIA menunjukkan 
bahwa sampel DPS1, DPS2 dan DPS positif 
mengandung bakteri anggota genus 
Escherichia karena pada media mengalami 
perubahan warna menjadi kuning pada slant 
dan deep dengan menghasilkan gas terlihat 
dari media seperti pecah atau terbelah dan 
tidak menghasilkan H2S (Bahar, 2005). Uji 
TSIA yang merupakan uji untuk melihat 
bakteri yang dapat memfermentasi glukosa, 
laktosa, sukrosa dan reduksi sulfur. 
Fermentor glukosa diinokulasi pada media 
TSIA akan memproduksi asam sehingga 
menurunkan pH dan merubah media 
menjadi kuning dalam beberapa jam. Fero 
sulfat pada media bereaksi dengan H2S 
membentuk endapan hitam terlihat dalam 
pada butt. Bakteri anggota genus 
Escherichia akan membuat media menjadi 
berwarna kuning pada slant dan deep 
dengan menghasilkan gas terlihat dari media 
seperti pecah atau terbelah dan tidak 
menghasilkan H2S (Bahar, 2005). 
 
Hasil pewarnaan gram pada ketujuh sampel 
minuman lidah buaya yang diuji 
memperlihatkan bahwa bakteri berbentuk 
basil pendek dan berwarna merah muda 
(Gambar 1). Hasil pewarnaan gram pada 
sampel minuman lidah buaya menunjukkan 
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bahwa bakteri tersebut adalah anggota genus 
Escherichia yang bersifat gram negatif dan 
berbentuk batang. Selain didapatkan bakteri 
anggota genus   Escherichia  pada hasil uji, 
juga didapatkan bakteri anggota genus 
Citrobacter dan Klebsiella. Bakteri anggota 
genus Citrobacter memiliki karakter 
berbentuk batang dengan diameter antara 2-
6 µm. Bakteri jenis ini juga merupakan 
bakteri gram negatif yang bersifat motil, 
anaerob fakultatif dan dapat tumbuh pada 
suhu optimal 37 
o
C (Holt et al., 1994). 
Bakteri anggota genus Klebsiella memiliki 
karakter berbentuk batang dengan diameter 
antara 0,3-1,0 µm. Bakteri jenis ini 
merupakan bakteri gram negatif yang 
bersifat non motil, anaerob fakultatif dapat 
tumbuh pada suhu optimal 37 
o
C (Holt et al. 
1994).  
 
Medium Mac Conkey Agar termasuk salah 
satu media isolasi primer. Mac Conkey 
merupakan medium selektif differensial 
yang mengandung zat warna khusus dan 
karbohidrat untuk membedakan koloni yang 
memfermentasikan laktosa (bewarna merah 
muda) dengan koloni bakteri yang tidak 
memfermentasikan laktosa (tidak bewarna), 
ukuran dan bentuk koloni bervariasi 
tergantung spesies. Kelompok lactosa 
fermenter seperti anggota genus Klebsiella 
menghasilkan koloni berwarna merah muda 
pada media isolasi primer, sedangkan 
Citrobacter menghasilkan koloni berwarna 
kuning (Gunarson et al., 1998).  
 
Sampel uji terkontaminasi oleh bakteri 
anggota genus Escherichia, Klebsiella dan 
Citrobacter dapat disebabkan oleh faktor 
lingkungan khususnya air. Air merupakan 
media hidup utama bagi kedua jenis bakteri 
ini. Bakteri anggota genus Klebsiella dan 
Citrobacter ini dapat bertahan hidup di 
media air dengan suhu maksimal 90 
o
C. 
Munculnya kedua bakteri ini pada sampel 
uji dapat disebabkan oleh proses memasak 
air yang kurang matang sehingga bakteri 
tersebut tetap hidup didalam sampel uji. 
Selain itu munculnya bakteri ini pada 
sampel uji dapat terjadi karena pada proses 
pencucian lidah buaya yang kurang bersih 
sehingga bakteri yang biasa ditemui hidup di 
tanah ini dapat mengkontaminasi sampel uji. 
Hal ini sesuai dengan pernyataan Soemarno 
(2000) yang menyatakan bahwa bakteri 
anggota genus Citrobacter  biasanya 
tersebar luas di lingkungan, sehingga bakteri 
ini dapat dijumpai di dalam air, tanah dan 
makanan. Begitu pula bakteri anggota genus 
Klebsiella yang hidup sebagai saprofit pada 
lingkungan hidup, pada air, tanah, makanan, 
sayur-sayuran dan tumbuhan. 
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